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子，对于成花诱导的启动是必需的，与 FLOWER LOCUS T （FT）、FLOWERING 
LOCUS D （FD）、SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1（SOC1）
基因一起被认为是四条开花促进途径的整合因子，在整个成花调控网络中处于关
键位点，但是具体的调控机理目前尚不完全清楚，本研究主要针对 FT、FD、SOC1
与 LFY 之间的调控机理进行研究。通过将 35S::LFY 植株杂交到 ft10、fd3、soc1-2、
fd3soc1-2 突变体背景中，发现 35S::LFY 单生花的特异性表型消失而且开花时间
相应地推迟。以往的研究显示 FT、FD、SOC1 在 LFY 的上游起作用，因此我们
的结果说明了 FT、FD、SOC1 很有可能在转录后水平起作用，影响 LFY 产物的
稳定性。通过进一步检测 35S::LFY 转基因植株在不同突变体背景下 LFY mRNA
表达水平的变化情况，发现在 ft10 背景下表达水平变化不大，而在 fd3、soc1-2
背景下表达水平降低很多，说明 FD 和 SOC1 对 LFY mRNA 的稳定性确实存在影
响。同时为了研究 FT、FD、SOC1 对 LFY 蛋白的影响，一方面我们成功构建了
带 HA 标签的超表达 LFY 转基因植株；另一方面成功在体外表达 LFY 蛋白，并提
纯用于进一步的研究。在研究 LFY 与 HA 融合的过程中，发现 LFY cDNA 不同区
域对 LFY 基因功能的影响不同，3’编码区和 5’编码区对 LFY 基因的功能是必需
的，而中间区域对 LFY 基因功能的影响较小。  
 




















LEAFY (LFY) gene is an important factor during the transitional process from 
vegetative to reproductive development in Arabidopsis, which is necessary for the 
initiation of individual flowers. LFY gene plays a critical role in floral induction 
networks and works downstream of flowering time genes including FLOWER LOCUS 
T (FT), FLOWERING LOCUS D (FD), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF 
CONSTANS 1 (SOC1) to integrate different flowering pathways, but the detailed 
mechanism is not completely known. In this thesis, the main purpose is to investigate 
the regulation mechanism of LFY gene by FT, FD and SOC1 genes. 35S::LFY was 
crossed into ft10, fd3, soc1-2 single mutants background and fd3soc1-2 double mutant 
background. Result shows that the typical phenotype of 35S::LFY transgenic plant 
disappears and the flowering-time is also delayed. It has proved that FT, FD and 
SOC1 are upstream regulators of LFY gene, thus our results demonstrate that FT, FD 
and SOC1 might regulate the stability of the LFY production at posttranscriptional 
level. The expression levels of the transgenic LFY mRNA in ft10, fd3, soc1-2 mutants 
background indicate that LFY mRNA is dramatically reduced in fd3 and soc1-2 
mutant, but is not obviously affected in ft10. In order to study if the stability of LFY 
protein is impacted by FT, FD, SOC1, On the one hand, we have successfully 
constructed 35S::LFY transgenic plants with HA tagged. on the other hand, LFY 
protein was successful expression in vitro, and purified for further study. During the 
construction of LFY-HA fusion protein, we found that different regions of LFY cDNA 
have different contributions to LFY gene, as 3’ and 5' coding region are more 
important for LFY gene, while the middle part of this gene is less important.  
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第一章 概述 


















































































种光敏色素和 CRY1、CRY2 两种隐花色素，其中 PHYA，Cryptochrome 1 (CRY1)
和 Cryptochrome 2 (CRY2)促进开花，PHYB，PHYD 和 PHYE 抑制开花[15-18]。phyB
突变体提早开花与其增加 LFY 的表达水平及激活 LFY 启动子有很大的关系，而
CRY2 基因的突变抑制 LFY 启动子的活性[19]。光受体感受外界光信号后，将产生
的信号与生物体内的昼夜节律钟进行反应，引导植物的昼夜节律变化。在拟南芥
中已经克隆到了四个与昼夜节律相关的基因：TIME OF EXPRESSION (TOC1)、
EARLY FLOWERING (ELF4) 、 LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) 、
CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1 (CCA1)，它们直接参与节律系统构成反馈调
节中的重要部分。TOC1 夜间表达激活 CCAI 和 LHY 的表达,随着 CCAI/LHY 产物





FLOWERING LOCUS T（FT）、FE、FHA、FWA、AGAMOUS-LIKE (AGL)等。通
过对 gi 突变体的研究发现，在 gi 突变体中 LHY、CCA1 的节律表达方式发生了
改变，影响了光信号进入节律钟，导致植物对光信号不敏感，长日照下晚花[21] ，
GI 被认为是昼夜节律基因与下游基因 CO 之间重要的连接因子。由此逐步形成
了这样一个调控模型：节律钟通过调控 GI 基因来感受昼夜节律的变化，并把信
号传给 CO，调控 CO 的表达，CO 再进一步诱导下游开花时间基因和花分生组
织特异性基因的表达[15, 21]。 
CO 是光周期途径中一个很重要的下游基因，是将光信号转化为开花信号的
关键点[22]，CO 的 mRNA 表达水平随昼夜节律呈周期性变化，长日条件下 co 突
变体延迟开花，短日条件下开花时间不受影响，过量表达 CO 则使开花时间大大

















体的研究发现超表达 CO 所产生的早花表型需要 FT 和 LFY 的表达，但将超表达
CO 植株放入 lfy6 突变体背景中并没有推迟其早花表型，而在 FT 突变体背景中
则明显地推迟开花，这表明 FT 是 CO 的直接靶基因，而 LFY 不是[25]。在 ft10 突
变体背景下超表达 CO 的表型被完全抑制，soc1-2 突变体背景下只能部分抑制超
表达 CO 植株的表型，这同样说明了 FT 是 CO 的直接靶基因，而 SOC1 不是。
在 FT 基因超表达或缺失的情况下，SOC1 表达会随之变化，而相反的在 SOC1
基因超表达或缺失的情况下，FT 基因的表达情况不发生变化，这表明 FT 调控
SOC1 促进开花。在 ft10 突变体背景下超表达 CO， SOC1 的表达水平随之降低
[26]，这进一步说明了 CO 是通过 FT 来调控 SOC1。同样通过突变体的研究发现
soc1 突变体在 ft 突变体背景下开花时间进一步推迟，但并没有表现出明显的花
分生组织缺陷，当将其放入 lfy 突变体背景下，lfy 突变体的花分生组织缺陷进一
步加剧[27]，FT 通过 SOC1 来调控 LFY 的表达，但这个过程却不能反向进行。在
深入研究 SOC1 与 LFY 的调控关系时发现 SOC1 是通过调控 LFY 的启动子来实
现对其调控的，而且这个调控还需要在 SOC1 和 AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24)两
个基因同时表达的区域才能起作用，AGL24 是 SOC1 的一个上游基因，在开花过
程中能促进 SOC1 的表达[28, 29]。 
FWA、FE 基因在开花调控过程中与 FT 在同一水平上起作用，他们不仅对
LFY 的表达是必要的，而且加强了 LFY 对下游基因的诱导，如加强 LFY 诱导 AP1
的能力[30],研究还发现 LFY 基因的表达需要 FWA 基因活性处于低水平，而且当
LFY 基因失活的情况下，FWA、FT 基因起到活化 AP1 基因的作用[7]。 
1.2.3 春化途径的作用机理及对 LFY 的调控 
春化是一个低温诱导植物体内特异基因表达的过程。春化作用本身并不能直
接促使植物开花，而是使植物作好开花的准备，能很大程度上加速开花的进程。
FRIGIDA (FRI)和 FLOWERING LOCUS C (FLC)是春化途径中两个很重要的基
因。FLC 编码一个含 MADS 盒的开花抑制转录因子，它是控制拟南芥开花途径
的枢纽基因[31-33],FRI 编码一个含有 2 个卷曲螺旋结构域蛋白，表明它和其他的蛋
白或核蛋白存在相互作用[34]。FRI 是 FLC 的上游基因，当植物中 FRI 存在时，













拟南芥开花时间基因对 LEAFY 基因表达调控的研究 
 5
结构改变，使其处于关闭状态，以解除对植物开花的抑制，这种抑制并不通过
FRI 的调节途径，而是通过另外一条与 FRI 激活 FLC 相平行的途径[35]。 
VRN1、VRN2、VRN3、VRN4、VRN5 和 VRN6 是已知的 6 个与春化作用直
接相关的基因，通过对他们的深入研究初步揭开了春化途径的作用机制。已知
VRN1 编码 DNA 结合蛋白[36], VRN2 编码核定位锌指蛋白，两者之间是组成型表
达。VRN3 只有在低温处理之后才能被诱导表达，所以是感受低温的关键因子
[36-38]。VRN3 的表达促使了 FLC 染色体组蛋白 H3 的赖氨酸残基的乙酰基区乙酰
化，短暂地抑制了 FLC 的表达，但其所诱导的乙酰化却为 VRN1 和 VRN2 诱导
FLC 染色质组蛋白 H3 中赖氨酸残基 9 和 27 双甲基化提供了空间位点[37, 39]。因
此，VRN3 的功能是在春化作用后建立对 FLC 的抑制，而 VRN1 和 VRN2 则是在
FLC 抑制作用的维持上起作用。研究还发现 VRN3 在春化处理的 vrn1 和 vrn2 中
仍有表达，说明 VRN3 位于 VRN1 和 VRN2 的上游[40]。FLC 能进一步影响 FT、
SOC1 等基因的表达从而促进开花，FLC 蛋白能结合到 FT 基因第一个内含子的
CArGBox 上抑制 FT 基因的表达，对 SOC1 的抑制作用主要是结合到 SOC1 启动
子的 CArGBox 上，而且当 FLC 与 SOC1 启动子结合后，就会削弱 SOC1 对 CO
信号的反应[41, 42]。 


























中基因的表达有调节作用。ld 突变体为晚花, 在 ap1cal 双突变体背景下，ld 突变
体导致茎尖生殖生长返转为营养生长，这个现象和 lfy 突变体的表型很相似，在
ap1calld 三突变体中 LFY 基因的表达水平在开花之后急剧下降。这些都显示 LD
至少部分参与了 LFY 基因的调控[46]。 
FCA、FY、FLK、FPA 是自主途径中编码 RNA 结合蛋白的一类调控基因。
FCA 编码的蛋白质具有两个 RNA 识别域和一个 WW 蛋白互相作用结构域。FCA
转录的前体 mRNA 选择性剪切为四种形式:α、β、γ、δ[47]。a 和 β 都编码缺乏完
整的具有 RNA 结合结构域的区域，δ编码缺乏 WW 结构域的 FCA 蛋白，而 WW
结构域对于 FCA 表达的自我调节是必需的，因此 δ也是没有功能的肽链, γ编码
全长有活性的 FCA 蛋白，在开花控制中具有启动功能[48]。目前实验已证明 FCA-γ
水平的增加将会改变控制开花各条途径之间的平衡，导致花的过早发育。由此可
以看出 FCA 是通过产生三种有缺陷的、无活性的转录物来限制有活性的 γ 蛋白
的表达的[48]。FY 蛋白与酵母多腺苷酸化因子 Psf2p 类似，通过 FCA 蛋白的 WW
域与 FCA 形成 FCA-FY 复合体来调节 FCA mRNA 前体 3’端的剪接[49]，实现 FCA
蛋白与多腺苷酸化因子的相互作用，可能是 FCA 实现自我调控的生化机制[50]。
FLK 编码一个具有三个 KH 基因序列的 RNA 结合蛋白，它独立于自主途径中的
其他基因，表达不受 FAC、FPA 表达或突变的影响，FPA 也是自主途径中的一
员，与 FCA 相似为编码多个 RNA 识别位点的 RNA 结合蛋白。因此，FLK 可能
是自主途径中的一个上游基因[51]。flk 突变体在长日照和短日照下都表现出严重
的晚花表型，这种表型可以通过赤霉素或春化处理得到恢复,在突变体中 FLC 的
表达水平大幅增加，FT、SOC1 的表达水平下降[51]。研究表明 FCA 和 FLK 都定
位于核内，并通过 FLC 调控 FT 和 SOC1 的表达。 
FLD 和 FVE 是自主途径的另外两个成员，编码 FLC mRNA 的调节因子。它
们跟组蛋白的脱乙酰化复合体的形成有关[52, 53]，是人类组蛋白去乙酰化酶抑制
物的同系物。研究发现 FLD 和 FVE 对 FLC 染色体组蛋白的去乙酰化是必要的[53, 
54]. FLC 染色体组蛋白去乙酰化后，FLC 由活化状态转变为非活化状态，从而诱
导 FT、SOC1、LFY 等下游基因的表达启动开花。通过双突变体的研究发现，fld-2
突变体开花时间非常晚，这与突变体植株中 FLC 染色质组蛋白 H4 乙酰化水平明
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